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遺伝性高低比重リ ボ蛋白 コ レス テ ロ ー ル Oo w de n sitylipoprotein chole ste r ol, L D I:C) 血症 は幼少時より高L D しC血症
が持続 し, 早発性冠動脈硬化症が高頻度 に発症す る . 現在 まで に 低比重 1) ポ蛋白受容体(lo wde n sitylipopr otein r e c epto r,
L DI]R)遺伝子異常 に よ り生 ず る家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (familialhype rcholesterolemia, FH)お よ び L D しR に結合する リ
ガ ン ドで ある ア ポ リ ボ 蛋白B-100(apolipoprotein B-100, apO B-100) 遺伝子異常 に より生ずる家族性欠陥ア ポ B血症(familial
defe cせv e apolipoprotein B-100, F D B) が そ の 原因と なる ことが 知 られ て い る . 本研究 で は両疾患の 遺伝子異常を検討する ため
に, 近年点変異 を高感度 に検出できる新 し い 方法と して注目 さ れ て い る P C R変性剤濃度勾配ゲ ル 電気泳動(P C R･de n atu ring
gradie ntgel ele ctropho re si , P C R
- D G G E)法を用 い て以下 の 検討を行 っ た . ま ず臨床像 か らF H ホモ 接 合体と考えら れ た5症
例と そ の 家族を対象と し, そ の L D しR遺伝子 の 仝 エ ク ソ ン お よ び プ ロ モ ー タ ー 領域 の 遺伝子異常 の 有無を検討 した . 明ら か
とな っ た遺伝子変異 に つ い て は , P CR制限酵素切断多型 (P C R･re Strictio nfragm e ntle ngthpolym o rphis m, P C R- FL P) 法を用
い て独立 した201家系の F Hヘ テ ロ 接合体 を対象と し頻度調査 を行 っ た . 次 に 臨床診断 され た F Hヘ テ ロ 接合体20症例 にお い
て apo B
-100遺伝子 コ ド ン3456 か ら3553 に おける遺伝子異常の 有無をP C R-D G G E法を用 い て検討 した . F H ホモ 接合体 にお け
る検討の 結果, 2家系 にお い て , L D しR遺伝子 エ ク ソ ン17の 790番目 の ア ミ ノ酸 リ ジ ン を コ ー ドする コ ドン A A G が停止 コ ド ン
である n Gへ と 変化す る変異 , K 790Ⅹを見い だ した . FIi患者における頻度調査 の 結果 , こ の 変異は20.9 %と高頻度 に認め ら
れ, 北陸地方 の F H における普遍的遺伝子変異(c o m m o n m utatio n) と考えら れ た . ま た別の 1家系にお い て, L D しR遺伝子 エ
ク ソ ン 5の 245番日の ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸を コ ー ドす る コ ド ン G A T が アミ ノ 酸 アス パ ラ ギ ンを コ ー ドする コ ド ン で ある
A A Tへ と変 化する新 たな変異, D 245 N を見い だ し, F H Naha と命名 した . こ の 他既 に報告 され て い る2つ の ミ ス セ ン ス 変異
(Ⅳ23 ⅩとP 664I), お よ び3つ の サ イ レ ン ト変異(C292 C, P518P, V 632 V)をそれぞれ見い だ した. P C R D G G E法に て異常 バ ン
ドを呈 した仝 エ ク ソ ン に D N A塩基配列 の 変異 を認め た こと か ら本法 の 有用性 が示唆 さ れ た. apo B-100遺伝子異常に つ い ての
検討で は , 今回対象と した領域に遺伝子変異は認 め ら れ なか っ た . E 790Ⅹ お よ び FIi Nabaを含め, 合計11種の L D しR遺伝子
変異 によ り, 北陸地方 の F H患者 の 38.8 % が説 明さ れ た . 一 方 , 日 本人 にお ける遺伝性高L DI/C 血症 の 原 因と して F D B は極
め て低い 頻度 と考え られ た.
鮎 y w o rds fa milial hy per chole ster ole mia,fa milial defe ctiv e apolipopr otein B-1 00, de n atu ring
gr adie ntgelele ctropho resi,lo wden sitylipoprotein r ec epto r, gen e m utatio n
近年高コ レ ス テ ロ ー ル 血 症, 特 に高低比重リ ボ 蛋白 コ レ ス テ
ロ ー ル qo wde n sitylipoprotein chole ste rol, L DIJ C)血 症が 冠動
脈硬化症発症の 主原因であり, L D しC低下 療法に よ る 冠動脈硬
化症の 一 次予阻 二 次予防効果が明 らか に され て きた 1)2).
遺伝性高LDしC 血症で は 幼少時より高L D しC 血症 が持続 し,
早発性冠動脈硬化症が高頻度 に発症する . 現在まで に 低比重リ
ボ蛋白受容体 qo wde n sitylipoprotein re c eptor, L D I:R) お よ び
アポリ ボ蛋白BTlOO(apolipopr otein B-100, apO B-100)の 遺伝子
異常が遺伝性高Ⅰ血 しC 血症の 原因となる こ とが 示さ れ てお り
3)4)
,
遺伝子 レ ベ ル で こ れ を同定する こ と に より遺伝性高L D しC血症
を確定診断し, 早期 か ら の コ レ ス テ ロ ー ル 低下 療法 を開始す る
ことが でき る.
L DしR遺伝子異常 によ り生ず るの は 家族性高 コ レス テ ロ ー ル
血 症 (fa milial hype rchole ste role mia, F H) で あ る
3)
. 本症 は幼
少時斯か ら の 高L D しC 血症 と, ア キ レス 臆を は じめ と す る腱
黄色腫 5), お よ び 早発性冠動脈硬化症
6)を3主徴 と し, 常染 色
体優性遺伝形式 を と る . 遺伝子 の 変異 によ りL D しR に構造異
常も しく は欠失が 起 こ っ た 結 果 7)別 , 低 比 重 リ ボ 蛋白 (low
den sity lipopr otein , L D L), お よ び 中 間比 重 リ ボ 蛋白
(inte r m ediate de n sitylipopr otein) が 血 中 で増加する
3)
. L D L-
R遺伝子 の 対立遺伝子の 両方 に異常 があ る ホ モ 接合体の 頻度
は約 100万 人 に1人で あり, 有効な 治療が行 わ れ な けれ ば 平均
2 6歳 で 全例 が心臓死を遂げる 9). 対 立遺伝子 の 一 方の み に 異
常 があ る ヘ テ ロ 接合体 は 一 般人50 0人 に1人以上 と極 め て 高頻
度 に存在 し, 若年性冠動脈硬化症の 主要な原因疾患 であ る. し
た が っ て F Ⅲ を早期 に確定診断 し, 最適 な時期より治療
1)2)1 0)を
平成10年9月29日受付, 平成10年11月 2日受理
Abbreviation s: apo B-100, apOlipopr otein B-100;bp, bas epair; F D B,fa milial defec伽 e apolipopr otein B-100;F H,
払milial hypercholesterole mia;H D L, highde nsitylipopr otein;H DI]C, highde n sitylipopr otein chole sterol;L DLlo w
de nsitylipoprotein;I D IJC,lo wden sitylipopr otein cholesterol;I D I)R,lo wde n sitylipop rotein re c eptor;P C R･D G G E,
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開始す る こ と が 生命予後 の 改善 に つ なが る と 考えら れ る . 特
に 黄 色腫 や家族歴 が確認 でき な い 症 例 に は , 遺伝子診断が必
要不可欠であ る .
Y am am OtO ら11)に より ヒ トⅠ一D しR遺伝子 の cDN A が クロ ー ニ ン
グ さ れて 以来, 本症 に対す る遺伝子 レ ベ ル で の 検討が 可 能 に な
っ た . 以後報告 さ れ たⅠ皿 しRの 遺伝子変異数 は1992年 の Hobbs
の 総説で は150種類 に上 り
12)現在 で は400種 を越えて い る
13)
.
L D しR遺伝子変異 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び確定 の た め にまず
サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法14)を 中心 と し た技法 が用 い ら れ て き
た . 当科 にお い て も K頑 n a mi ら
15卜 1 8)が サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
法 に て F H To n a mi-1, F H To n a mi-2, F H O kaya ma , F H
Ea n a z a w a-1の 遺伝子異常を確定した . し か しサ ザ ン プ ロ ツ テ
ィ ン グ法で 変異 が確定 され た の は全症例 の 10数% の み で あり ,
こ の 方 法 で は 見 い 出せ な い 数塩基対以内 の 小変異 が残 る 約
90 %を占め る と考え られ て い た .
19 89年 の P C R- 一 本 鎖構成体多型 (P C R- Single str a nd
c o nfo r m ationalpolymO rphis m, P CR,S S C P)法
Ⅰ9卜 23)の 出現 によ
り , 遺伝 性疾患 に お け る遺伝子異常の 検討が
一 気 に加速 し た.
当科 で も八 木 お よ び 東方が F Hの L D しR遺伝子変異 の 検索 に
P C R-S S C P法を導入 し, 5つ の 新 た な遺伝子変異 FH Tsu r uga,
F H Ka n az a w a-2, F H Nan a O, F HYokote, F H Mo riokaを確定
し た
24)25)
. しか し こ れ らをあ わ せ て も北陸地区 の F Hの うち
17.5 %を説明 しう る に 過ぎない . 以上 の 結果 は F H に おける
L D I:R遺伝子変異 の 多様性を示唆す る と と もに , P C RTSS C P法
にて 遺伝子変異 が突き止 め ら れ な い 症例 が数多く存在 して い る
可 能性 を示 して い る . した が っ て , より検出力 の 高い 遺伝子変
異 ス ク リ ー ニ ン グ法 の確立が求め られ て い る .
F H同様 に 遺伝性高L D し C血痕をき たす apo B-1 00遺伝子
異常症 と し て 家族性 欠陥 ア ポ B 血 症 (fa milial defe ctiv e
apolipoprotein B
rlOO, F DB) が ある
4)
. 血 中の L D L は, そ の 蛋
白成分であ る apo B-100が 1) ガ ン ドと して働 い て L D しR と結合
し, 細胞内 に取り込ま れ る . F H で は L D L R遺伝子変異 に より
高L DしC血 症 が生 ず るが , 一 方l) ガン ドで ある apo B-100側 の
遺伝子変異 に よ る 高L D しC血症が F D B である . So ria ら
26)は ,
apo B-100の 35 00番目 の ア ミ ノ 酸 に お い て ア ル ギ ニ ン か ら グル
タ ミ ン ヘ の 置換が 高 L D L C 血症をき たす こ とを明 らか に した .
こ れが F D B R 3500Qで あ る. F D Bは常染色体優性遺伝形式を示
す黄色腫を伴 っ た高 L D しC 血症を呈 し, 早発性冠動脈硬化症を
きたす な ど臨床像 は F H と同 一 で , そ の 診断 は apo B-100遺伝子
変異の 同定 に よ っ て 成 され る. F D B R 3500Q は白色人種で は →
般 人口500 人 に1人と F H に匹敵する頻度 で確認 さ れ て い る
2刀
.
我々 は馬渕 ら の 診 断基準 2別に よ り臨床像 か ら F H と診断され
た 独立 し た 35 0家系を対象 と し て , P C R一 利 限 酵素切断多型
(PC R,re Strictio nfragm entle ngth polymO rPhis m, P C R- FLP)
に よ る ス ク リ
ー ニ ン グを行 っ た が , F D B R 3500Q は1例も認め
ら れ なか っ た
29)
. し か し F D B には R350Q 以 外 にR 35 31 C,
R3500 W な どの 報告3 0)31)が あり , 未知 の 変異も含 め て 鮎500Q以
外 の apo B-100遺伝子変異が 日 本人遺伝性高L D L-C 血症の 原因
と な っ て い る可 能性 があ る . した が っ て apo B-1 00の 新たな遺
伝子変異を検出できる ス ク リ ー ニ ン グ法の 確 立が必要である.
点変異の 新 しい 検出法 と し て, P C R変性剤濃度勾配ゲ ル電気
泳動 (P C R-de n atu ring gr adie nt gel ele ctrophore sis , P C R･
DGG E) 法が非常 に有用であ る こ と が 最近報告 さ れ た . 本法は
P C R-S S C P法 に 比 べ , 検 出力お よ び再現性 の 点で 優れ て おり,
P CR-S S C P法 で 検出困難で あ っ た点変異 が P C R-D G G E法では検
出可能であ っ た と の 報告 が多くな さ れ て い る32卜 35)
本研 究で は 遺伝性高L D しC血症 を呈 し臨床的 にF H と診断さ
れ た患者を対象と して P C R-D G G E法を用 い て L DIJR お よ びapo
B-10遺伝子変異の 検出を行 い , その 有用性 を検討 した .
対 象 及 び 方 法
Ⅰ . 対 象
F Hヘ テ ロ 接合体 の 診断 は , 馬渕 ら の 診断基準
28)
, す なわち
1) 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル (total chole ste rol, T C)230m g/dl 以
上 で 腱黄色腫 を認 め る こ と ,
.
2) 一 親等 に 本症 があり , T C
230m g/dl以 上 で ある こ と , の い ずれ か を満足す るもの と した･
F Hホ モ 接 合体 の 診断 は血清 T C値 , ア キ レ ス 腱 黄色魔の 程度,
家 系調査 な ど の 臨床像 か ら行 っ た . こ れ ら F H症例を以下の
3 つ に 分け, そ れ ぞ れ の 検討 の 対象と し た,
1. 臨床診断さ れ た FIi ホモ 接合体5症例(表1) にお けるLD し
R遺伝子変異の 検討
2. 臨床診断 さ れ た F Hヘ テ ロ 接 合体 160家系200症例 におけ
る apo B-100遺伝子 コ ドン 3456 か ら3553 にお ける遺伝子変異の
検討
Tablel. Clinicaldata ofthepatints with ho m o zy gou sfa milial hy percholestr ole mia





































































































M, m ale;F, fbm ale; TC, tOtal cholesterol; TG, triglyc eride; HD L
-C, highdensity lipopr otein cholesterol; A T T, Achilles
te ndo nthickn es s onX -rayfilm;T hick, equ alto or m or ethan 9 m m;Not th ick,lessthan9
m m;IH D,is che mic he ar tdise ase;
-
,lo ad n egative;P T CA , PerC utan e O uStr an lumin alc oro n ary a nglOPlasty;CA BG, CO r
O n ary artery by pas sgr afting;No , nO
C an S anguln lty･
Allvalu e s w ere obtain edduringpre-tre atm entperiod･
p c R de n aturing gr adie ntgelelectropho re si;P C R･ F LP, C Rre stricdon fragm e ntle ng也 polymOrPhis m;P C
R SSCP,
PC Rsingle str andc o mform atio nalpo吋m orphi$m;T C,tOtalcholeste rol;T G,triglyce ride;
′
nn, midpoint te mper ature
遺伝性高L D しC 血症 にお ける遺伝子変異の 検出
Table 2. O ligon ucle otidesflankingexo ns of the L D L-re CePtOrge n eforP C Ra mplific atio n
Ex o n
O lig慧慧Otide seque nce
L D L-R
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Ex1 7 M M














#T T TGA AATG CTGT AAA TGA T G A CGT GG-3'
















-A A A A T A A A T GCA T A T C A TG CC C A A A-3'
5t* -TC G G C CT A GTG GGT C T T T C-3'
5
一








-GG A T GC A GG TG GAGC TGT TG C-3
1
5T-AC CT G TG GT C CC G C CAG C-3
'
5.* - C CA GG GACA G GT G AT AG GA CG-31
5
.*












- GGA A A A CCA G A TG GC C A GCG C TCA C-3
1
5T- G A A T A TGAC T G C A AG GA C A TG A T C-3
■
5.* 一A CG A A ACTGA G G C TC A G A C AC ACC -31
5
■
- G C TC CC C A C A A ACT C T GC A A G C,3.
5
一









- A G AGTG A C C AGT C TG CA T C C C TG G-3
.
















- GGCT G C A GG C A GG G G C GA C G-3
'
5■*- C C T G C AG C C CT C AG C GTC G-3.
5T-G C A G TG AGA TGA G G CT C C T G G-3'
5
.*








-C AG CT A TTCTCT G T C CT C CCA C C A G-3
'
5■-TG G CT GGG A C G G C T G TCC GC GAA C-3
f
















-GTCA TC T TC CT TGC T G CT G T T T AG-3
-












-C C T G A C T C C G C T T C T TCT G C-3
r
5T- C C A C A C C T G T G A G GC GC TCCL3
'
















#- GGG CA GCT G TGT G AC AGA G C G-3
'
















#- CC TGA G TGC TG GACT G A T AGT T T C-3
'








-GG TG GC T T TGC T T G T A TG T TC T C -3
'
# 50bpGC cla mp 5
一
- C GC C C G CCG C C G CC GCC G C G C C C
CGC GCCC G T CC C GCC GCC C C C GCC CG -3
.
* 4 0 bpGCcla mp 5
.
- C G C C C GCG CGC CCC G CG C CC GTC
CCG C CG C CC C CG CCC G-3
一
* * 4 6 bpG Ccla mp/1 0 bp A Tclamp 5
一
-CGC C CG CGC C C G C C G
CGC CCC G CG C C CG TC C CG CG C C C C C G CCCGAA ATA ATA A A-3
■
* * * 3 bpGC cla mp 5
T
- C G G-3
f
Oligon u cleotides comple m entaryto D N Asequ en cesnanking ex on s of the hu m anL D Lrec ept orge n e and
apolipopr otein B -100ge n e w er e synthesiz ed o n A B I380A DNA synthesize r and u sed to a mplify the
inte rv e nlng Sequ en CeS Withpolym erase chain re actio n･
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3. 独立 した 201家系 の FIiヘ テ ロ 接合体 にお け るL D しR遺伝
子変異の 頻度 の 検討
_1l. 方 法
1. 高分子 D N A抽出
対象者 の 末梢静脈 血 10mlをE D
′
m -2 Naを抗凝固剤 と し て 採
取 し4℃ にて 移送, -20℃ に て保存 し た. こ の 末梢血 を室温 に
て 解凍後 トラ イ ト ン X lOO融解変法36)に て高分子 D N Aを単離 し
た . すな わち融解液(320m M ショ 糖 液, 1 % トライ ト ン 旛100,
5m M MgC12, 10m M T Hs
- H Cl, pH 7.6) にて赤血 球 を溶 血 させ ,
遠心 によ り沈澱 と し て 白血 球 を 集め た . こ れ を プ ロ テ ア ー ゼ
(Sigm a, St. Lo uis, U S A) に て消化筏 , フ ェ ノ
ー ル ー ク ロ ロ ホ
ル ム (1 : 1) で1回, 続 い て ク ロ ロ ホ ル ム 疇 イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル (24: 1) に て 2回抽出 し, 最後 に エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ り
D N Aを分離 し た. こ う して 得 られ た D N AをTris- E D T A綬衝液
(10m M T Hs-H Cl, 1m M E D T み2 Na, pH 8.0) に溶解 の 上 260n m
にお ける吸光度測定 に より濃度を求め た .
2. P C R
Nis se nら37)の 報告 を参考 に, ジ ー ン バ ン ク の デ ー タ ベ ー ス に
登録 され て い る ヒ トL D しR遺伝子配列か ら, 18エ ク ソ ン す べ て
お よ び プロ モ ー タ ー 領域 に つ い て DG GE法 に て効率的な変異検
出を可能とす る解離温度(midpoint te mpe r atu re, Tm)と なるよ
う設計 した プ ラ イ マ ー 計2 0組を作成 した (表2). Tm 値の 解析
に は M a cM eltT Mソ フ ト ウ ェ ア (Bio -Rad Labo ratories,
Richm o nd, U S A) を使用 した . d つ の エ ク ソ ン に 対する プライ
マ ー → 組の い ず れ か の 5
'
末端 に40塩基対 O) a Sepair, bp)から
50bp の G C繰り返 し配列 か ら成 る G C ク ラン プ を つ けた . ス プ
ラ イ ス 部位 の 変異検出の た め 各プ ラ イ マ ー は エ ク ソ ン に隣接す
る イ ン ト ロ ン を少 なく とも5塩基含むもの と し た . 変異の 検出
効率を上 げる た め エ ク ソ ン4 は 2つ に 分割 した .
apo B
-10 0遺伝子 に つ い て はt こ れま で F D B と して報告さ れ
て い る 遺伝子変異が エ ク ソ ン 26の 3 500番 目 の ア ミ ノ 酸周辺に
限 られ て い る こ と か ら, 345 6 か ら3 553番目 を評価 できるよう
に プ ライ マ ー を設定 した 37). 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して は, apO
B-1 0 0遺伝子 10 7 0 8番目 の 塩基 が G か ら A に 変異 し たF D B
R3500Q(Dr. Illingwo rth, Orego n He alth Scie n c es Univ ersity,
より供与) お よ び10 800番目の 塩基 が C か ら T に変異 したFD B
R3531C(Dr. Pullinge r, Univ e rsitY Of Califo rnia, Sa nFra n cisco,
より供与)を用 い た.
AI A2 BI B 2 CI C2 D I D 2
EI E2 FI F2 GI G 2 Hl
Fig.1. Polym er a se ch ain reac丘o n-de naturing gradie ntgelelectropho re si (P C R-D G G E) analysisin dl e eX O n2, 5,6, 11, 13,14a nd170
f
lo wde n sitylipopr otein ィ e cepto rOD IJR)gen eandthe c odo n3500r egio n ofthe apolipopr otein B-100gen e･ A l, LD LrRe x o n2, n Or m
al
c o ntrol;A 2,IDIJR exon 2,PrOband M.M .;B l,I D IJR ex o n5, n Or m alc o ntr ol;B 2,I D I/R ex o n5, Pr Oba nd C･K･;C l,L D IJRe x o n6,
n Or mal
c o ntrol;C 2, LD I/R e x on 6, PrOband H.Y･; D l, L D しRe x onll, n Or m alc o ntrol;D 2, L DI:R e x o nll, prOba nd M ･T･; El, L DI]R
ex on13,




n O r malc o ntrol;G 2, L DLrRe x o n17, pr Oba nd M.T.;H l, aPOlipopr otein B-10 0c odon35 00regio n, n O rm alc o ntrol;H 2, aPOlipopr oteinB
･









遺伝性高L D しC血 症 にお け る 遺伝子変異の検出
プライ マ ー は D N A合成機モ デ ル A BI381A仇〕plied Biosyste m s,
Inc. , Fo ste rCity, US A)を用い ベ
ー タ シア ノ エ チ ル ホ ス ホ ア ミ
ダイ ド法
38)に て 合成 し た . ア ン モ ニ ア 水 に溶解 し55 ℃ で一 晩
静置したうえで
- 20 ℃ に冷却 , 真空下 で 遠心 し て乾燥 , 再滅
菌蒸留水1ml に溶解 しカ ラ ム N A P-5(Pharm aCia-LKB, Upps ala,
Sw eden) に通 して精製 した . そ こ で200倍 に希釈 し260nm で の
吸光度より濃度 を測定 し10pM に な る よう に濃度 を調整 した .
D N A断片 の 増幅 に はSaiki ら
39)に よ るP C R法 を用 い た. 高分
子D NA IFL g を鋳型 D N A と して4 0pM の プ ライ マ
ー 1 セッ ト と
200FLM の 各デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド(d A T P, d C T P, d G T P,
T rP) と 2,5単 位 の Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (Pe rkin- Elm e r-Cetu s,
Norwalk, USA) を, 0.01 % ゼ ラチン を 含む緩衝液(10m M 甘is-
H Cl, pH 8.3, 50m M K Cl, 1.5m M MgC12) に加え再滅菌蒸留水
を計50/∠1 と な る ように 加え増枠 した . 遠心 して 反応液を集め
50〃1の ミ ネラ ル オ イ ル (Sigm a) を滴下 して 蒸発を防ぎ, 95℃
5分の 後, 94 ℃ 1分 , 66℃5分を基本 に そ れ ぞ れ の セ ッ ト毎 に
決定した 温度条件 の もと4 0 サ イ クル の 反応を行 い , さ ら に変
性およ び再結合
:汀)の た め 99℃ 7分, 65℃60分, 37 ℃ 60分の 反
応を1サ イ ク ル 行 っ た .
増幅 した D N A断片 は 3 %低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (Nusieve ,
FM C Co rpo r atio n, Ro ckla nd, U S A) に サ イ ズ マ ー カ ー ◎-
Ⅹ174/助 gⅢ ダイ ジ ェ ス ト (東洋紡, 束京) と共に泳動 して断片
長を確認 した .
3. PCR-DG G E法
P C R産物を Tris - 酢 酸- E D TA 綬衝液 で満 た し た 温度を
60℃で厳密 に調節可能な専用恒温槽(Bio-Rad Laborato rie s)を
使用し10 % ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で 140V 360分間泳動 した .
10 % ポリア ク リ ル ア ミ ド変性剤濃度勾配ゲ ル は 変性剤を含まな
い 変性剤濃度 0 %溶液 と変性剤濃度8 0 %溶液 (変性剤濃度
100 % で は, 尿素7 M と 40 % ホル ム ア ミ ド を含 む)を用意 し,
エ ク ソ ン に よ り濃度勾配3 0 % か ら 70 %, も しく は 40 % か ら
80 % と電気泳動 さ れ る方向 と平行 に低濃度か ら 高濃度 と な る よ
うに, 濃度勾配ゲ ル 作成 ミ キサ ー (Bio-Rad Labo rato rie s) を用
T ACA AG T GG GT CT GC
5
L Tyr Lys Trp Val Cys 3･
Norm叶 … T AC A A G T G GGT CTG C
･ ･ -
Muta nト ‥ T AC A AGT A G G T C T G C…
Tyr Lys Stop
Fig･2･ Auto m ated 瓜u o r es c e ntdire ct sequ e n cing of the e x o n2
0fL D しre cepto rge n e. Ea ch c u rv eindic ate s ade nin e(A),
Cytosin e(C), gu a nin e(G)a ndth ymin e m .
′
m e graph is the
re sultofproba nd M.M . T he a rr o windic ate sA pe ak ofthe
m utanta nd Gpe ak ofthe wildtype.
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い て作成 した . 泳動終了後, バ ン ドの 検出 は エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ
イ ド染色 と し紫外線発光 にて掘影 し た. 異常 バ ン ドが認め られ
た エ ク ソ ン は次の 直接塩基配列決定を行 っ た .
4. 自動化直接塩基配列決定法(dir e cts equ e n cing)
自動化直接塩基配列決定法 と し てA BI P RIS MTM377 D N A シ
ー ケ ンサ ー (Pe rkin-Elm e rCo rpo ratio n, No r w alk, U S A) を用い
た . G Cク ラ ン プ を 含まな い プ ラ イ マ ー (表2)を用 い て反応を
行 っ た P C R産物 を用 い , セ ン トT)コ ンー30仏皿ic o n, De n v e r,
U S A) に再滅菌蒸留水2ml を入 れ , P C R産物100～ 150FLlを加え
2000回転30分間遠心 し た. こ れ に よ り30〃1 に濃縮する と 同時
に余分な プ ラ イ マ ー お よ びヌ ク レ オチ ドを除去 し, そ れ を直接
塩基配列決定法用の 鋳型D N A と した. こ れにダイ ･ タ ー ミネ ー タ
ー ･ サイ クル ･ シ ー ケ ンシ ング ･ キ ッ ト(Perkin-Elm e rCorpo ratio n)
を用 い ダイ ･ タ ー ミネ ー タ ー 法 にて反応を行 っ た . 4 % ポリア ク
リ ル ア ミ ドゲ ル ア クリ ル ア ミ ド ■ ビス (19: 1) を用い , 泳動用綾
衝液は 1 Ⅹ Tris M ホ ウ 酸↑ E D T A泳動用緩衝液を用い , 室温 の
もと1 680V 7時間か けて泳動 した . 泳 動は1.25秒 毎に レ ー ザ ー
ビ ー ム に よ っ て 読み と り , パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー Po w e r
M a cinto sh 7200/120(Apple, Cupe rtin o, U S A) 本体内蔵の 固定
デ ィ ス ク に 数値 デ ー タ と して 保存さ れ た . 反応終了後 に塩基配
列解析 を自動的に行 い , 配列を文字 デ ー タ お よ び波形の グラ フ
と して 出力 した .
5. P C R- F LP法
変異配列が決定さ れ た後, 変異の 存 在の 確認 お よ び ス ク リ ー
ニ ン グの た め特定の 制限酵素で 切断部位 が 生 じる よう に プ ライ
マ ー を設計 した (表2). 一 側 に通常 の プ ライ マ ー を用い 反対側
に変異プ ライ マ ー を用い , 温度条件を再度調節 し たうえで P C R
法 に よ り強制的 に変異配列 を導 入 した DNA断片を増幅 し た .
そ の 上 で ピ ペ ッ トに て ミネ ラ ル オ イ ル の 下 層 より P C R産物 を
取り出 し, 切 断部位 に応 じ た制限酵素と そ の 反応用緩衝液 を加
え酵素 の 至適温度条件下 に て 6時間反応 させ た . そ して 10-
20 %ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に反応産物を適当 な大きさ の サ イ ズ マ
ー カ ー と 共 に泳動 して , 切断の 有無で 変異 の 検出お よ び ホモ 櫻
A TG A G CⅣ A TG A AGT T
5･ M et Se r Asp G[u Va1 3L
No r m aト A T G A G C G A T G A AGT T…
Mutant … A T G AGC A AT G A A G T T･ ･ ･
Met Se r As n Glu VaI
Fig, 3. Auto m ated flu o re s c entdire cts equ e n cing of the ex o n5
0f ID Lre c epto rgen e. Thegraph isthe r e sultofpr oba nd C.K.
The ar r O Windic ate sA pe ak of the m uta nt and Gpe ak ofthe
wi 1dtype.
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合体 と ヘ テ ロ 接合体と の 鑑別を行 っ た .
6. 血 清脂質の 分析
対象者は 16時間絶食彼の 早朝空腹時 に静脈採血 し , T C, ト
リ グ 1) セ ライ ド(triglyc e ride, TG) は酵素法 で測定 した
4 0)4 1)
高比 重 リ ボ 蛋白 コ レ ス テ ロ ー ル (highde n sitylipopr otein
chole ste r ol, H D しC) は 沈 澱法 で 測定 し た
4 2)
. L D L- C は
Friede wal dの 式4 3)で算 出 した .
成 績
Ⅰ. IJ)L R遺伝子解析
1. P C R D G G Eの 結果
F H ホモ 接 合体5症例 に対す るPC R- D G G E法 に よ る検討 の 結
果, 図1 に示す よう に L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 2, 5, 6, 11, 13,
14, 17 におい て異常 バ ン ドが 認 め ら れた . 異常 バ ン ドが 認め ら
れ た エ ク ソ ン に つ い て は , 引き続き直接塩基配列決定法 に よ る
変異 の 同定 を行 っ た .
2. エ ク ソ ン 2塩基配列 の 決定
1) P C R D G G E法 に よ る異常 バ ン ドの 検 出
P C R- D G G E法 に よ る ス ク 1) - ニ ン グ で , F H ホモ 接 合体
M .M .の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 2に お い て 異常 バ ン ドが 検出
れ た.
2) 直接塩基配列決定法 に よ る遺伝子変異配列 の 決定
発端者 M .M . の L D L R遺伝子 エ ク ソ ン 2 に おけ る塩基配列解
析 の 結軋 23番目の トリ プ トフ ァ ン を コ
ー ドす るT G G が m G
Ge n ornic D N A
S equ e n Ce
P C R-a mPlified
Seque n C e
Met Ser Asp G lu V d
Norm aト巨
l
･ . A T G A G C G A T GA T T- "g･
くニニ= 蓋, G 郎 沌 ｡∴ j .
ぎ
n
Norm aト卓二･ ･A T G A ∇C GAT G AA GT T - ･ -ざ･




D2 4 5 N
Ex o n5
Ex5 M M ト→ - 一 ト ー1S P 6 3
Nor m a･≠ 妻 ⇒
Fig･ 4. Rapid dete ctio n m ethod fo r a n e x o n5 mis s e n s e
m utatio n(D 245N) e mploying the m utage nic prim eI
㌧ m ediated
r e strictio n m ap m odific atio n. Using a m utage nic prim e r
Ex5 M Ma nd a r e v e rseprim erSP 63,ge ne a mpli五catio nbyP C R
intr odu c ed an a rtiBcial BcI Isitein the P C Rpr odu ctonlyfo r
the Gto A m utated a11ele (D245N). Dige stio n ofthe P C R
produ cts with Bcl Ige n e r ates poly m o rphic r e strictio n
&agm e nts of 71 bp and/o r51 bp･ Hete ro zy gote s sho wdo uble
bandof 71 bp a nd 51bp.
へ と 変異 し, 停 止 コ ド ン と な る 変異 の ヘ テ ロ 接 合体 であ っ た
(図2).
3. エ ク ソ ン5塩 基配列の 決定
1) P C R- D G G E法 に よ る 異常 バ ン ドの 検 出
F E ホモ 接 合体 C.K .の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 5 に おい て 異常
バ ン ドが 検出 され た .
2) 直接塩基配列決走法 に よ る遺伝子変異配列 の 決定
発端者C.K. の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 5 における塩基配列解析
の 結果 を図3 に示 した . 正 常者 に お い て Gの バ ン ドの み認めら
れ る 位置 に , 本例 で はA と G両方 の バ ン ドが 観察 され , L D しR
2 45番目の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を コ ー ドす る G A T が A A Tへ と 変化
し, ア ス パ ラ ギ ン に 置換 され る変異(D 245 N) の ヘ テ ロ 接合体
であ っ た . こ れま で報告 の ない 新 たな変異であり , 発端者の出
身地 によ りF H Naba と命 名 した .
3) P C R･ F LP法 によ る発端者家系内で の 変異の 確認
プ ラ イ マ ー Ex5M M お よ び S P 63の 組 み 合わ せ に よ るP C R産
物 は , 遺伝子変異が ある場合 の み 制限酵素 励J I に より切断さ
れ る (図4). 固5 に発端者 C.K. の 家系図 と P C R- F L P法よ る変
異の 確認結果を示 した . 発端 者と そ の 妹お よ び母親 に正常バ ン
ドと切断 さ れた バ ン ドの 両方が 確認 され , 同変異 の ヘ テ ロ 接合
体である と診断 され た,
4) 同変異で の 血 清脂質値お よ び 臨床像 の 検討
発端者 C.K. は沖 縄県出身の 13才女性 . 両親 に血 族結婚なし.
T C 58 4mg/dl, T G l15m g/dl, H DIJC 31mg/dl であ っ た ･
4. エ ク ソ ン6塩 基配列 の 決定
F Hホ モ 接 合体 H.Y. の L D I: R遺伝子 エ ク ソ ン 6 に異常バ ン ド
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遺伝性高L D しC 血症 にお ける遺伝子変異の 検出
へ の 変異, どち らも シス テ イ ン) の サ イ レ ン ト変異で あ る こ と
が確認さ れ た (国6).
5. エ ク ソ ン11塩基配列の 決定
F Hホモ 接合体M .T. お よ び Y.S. の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 11 に
同 一 パ タ
ー ン の 異常 バ ン ドが 認め ら れ た. 直接塩基配列決定法
によりP 518P(C C C か らC C T, どち ら もプ ロ 1) ン) の サ イ レ ン
ト変異である こ とが 確認 され た(囲7).
6. エ ク ソ ン13塩基配列の 決定
F H ホモ 接 合体 M .M .お よ び H.Y. の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 13
に同 一 パ タ ー ン の 異常 バ ン ドが認 め ら れ た . 直接塩基配列決走
法によりV 632 V(G T C か ら G T r, どちら も バ リ ン) の サ イ レ ン
ト変異である こ と が確認 され た(図8).
A AG AGT GTG GT G AG
5
･ Lys GIu Cy$
Nor m aト A A A G AGTGC









Fig.6. Auto m ated 乱10 r e SC e ntdire ct sequ e n cing ofthe e x o n6
0f L D しr e cepto rge n e. The gr aph isthe re s ultofproband H.Y.
The arrow indic atesT pe ak ofthe v ariant and Cpe ak ofthe
Wildtype.
G A A TC CC G C CA 3
5
1 Gly T hr Pr o AIa Lys 3･
No rm al- " GGA A C T C C CG C A AG- - ･
Varia nt … G G A A C TC T GC CA A G…
Gly T hr Pr o Ala Lys
Fig･7･ Auto m ated 且u o r es c e ntdire cts equ e n cing ofthe e x o nll
OfL DIJre C eptO rge n e. The graph isthe r e sultofproband M･T･
r
m e ar ro windicate sT pe ak of the v a ria nt a nd Cpe ak ofthe
wi 1dtype.
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7. エ ク ソ ン14塩基配列 の 決定
1) PC R,D G G E法 に よ る異常 バ ン ドの 検出
F H ホモ 接 合体 M .T.の L D L R遺伝子 エ ク ソ ン 14 におい て 異常
バ ン ドが検出され た .
2) 直接塩基配列決定法 に よ る遺伝子変異配列の 決定
発端者 M .T. の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン 14 に おける塩基配列解
析 の 結果, 6 64番目 の プ ロ 1) ン を コ ー ドす るC C G が C T Gへ と
変異 し, ロ イ シ ン と なる 変異 の ヘ テ ロ 接 合体であ っ た (図9).
8. エ ク ソ ン17塩基配列の 決定
1) P C R-D G G E法 に よ る異常バ ン ドの 検出
F H ホモ 接 合体 M .T. お よ びY.S. の L D しR遺伝子 エ ク ソ ン1 7 に
異常 バ ン ドが 検出さ れ た .
; A T A TG GTC CT C T
5
･ Asp Met Val Le u P he 3･
No r m aI･ ･ ･ G A T A T G G T CC CT TC ‥ -
Va riant･ - ･ G A T A T G G T T C T C T T C"
Asp Met VaL Le u P he
Fig. 8. Auto m ated nu o re sc e ntdire cts equ e n cingofthe e x o n13
0f L D しr e c epto rge n e. The gr aph isthe re stll ofpl
･
Oba nd
M .M . The a rro windic ate sTpe ak ofthe v a ria ntand Cpe akof
the wildtype.
: TG C C C C G CA GA
5
･ Pro Ala Pr o GLn [Ie 3･
No r m aト C C T G C C C C G C A G A T C‥ ･
M uta nt " C C T G C C C T G C A G A TC" -
Pr o Ala Le u Gln IIe
Fig. 9. Auto m ated flu o re s c entdire cts equ e n cing of the exon14
0fLDIJ･reC eptO rge n e. T hegr aph isthe r e sultofprobandM .T.
The arr o windicatesT pe ak ofthe m utant a nd Cpe ak ofthe
Wildtype.
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2) 直接塩基配列決走法に よ る遺伝子変異配列 の 決定
発端者 M .T. の L D I;R遺伝子 エ ク ソ ン17 に おけ る塩基配列解
析の 結果を図10 に示 した . 正常者 にお い て Aの バ ン ドの み 認め
られ る 位置 に, 本例で はA とT両方 の バ ン ドが 観察 さ れ , L DI:
R 7 90番目 の リ ジ ン をコ ー ドす るA A G がT A Gへ と変化 し, 停止
コ ドン と なる 変異(E 790 Ⅹ)の ヘ テ ロ 接合体であ っ た .
51 Le u Trp Ly$ Asn Trp 3(
No r m aト C T A T G G A A G A ACT G G…
Mutant … C T A T G G T A G A ACTGG …
Le u Trp stop
Fig.10. Auto m ated nu or e sc e ntdire ctsequ e n cing ofthe ex o n17
0f L D しr e cepto rge n e. T hegr aph is the re s ultofpr oba nd M.T.
r
nl e a rr O Windicate sT pe ak ofthe m uta nta nd Ape ak ofthe
Wildtype.
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Fig.11. Rapid dete ctio n m ethod fo r a n e x o n1 7mis s e n s e
m utatio n(K790X) e mploying the m utage nic prim e r- m ediated
r e strictio n m ap m odific atio n. Using a m utage nic prim e r
Ex17 M Ma nd a prim e rS P6 3, ge n e a mPlific atio nby P C R
introdu c ed a n a rtiBcial｣馳aI sitein the P C Rprodu ct o nlyfo r
the A to T m utated al1ele (K 790 Ⅹ). D ige stio n ofthe P C R
Pr Odu cts with Rs aI ge n e r ate spolym o rphic re strictio n
fragm e nts of 93 bp and/o r69 bp. Hete ro zy gote s sho wdo uble





























Fig.1 2. T he pedigr e e a nd r e s ult of P C R-re Strictio nh
･
agm ent
le ngth polym orphis m (P CR-R F L P) analysis of M.T. fami 1y,
The ar ro win the pedigr e eindic atesthe proband. Digestion
Ofthe P C Rpr odu cts with Rs aI ge n e rate spolym o rphie
r estrictio nfr agm e nts of 93 bp a nd/o r69 bp. The pr oband,
his m other a nd br othe r sho w 93 bp a nd 69 bpfragm e nts,
Which indic ate the hete ro zy gote sfo rK 790 Ⅹm utatio n. His
fatherdo e s n
'
t sho w6 9 bp fragm e nt. The squ ar e a ndthe
Cir cle in the pedigr e eindic ate m ale a nd fe m ale,
r e spe ctiv ely. ⑩ , hete r o zy go u spatie nt with K 790Ⅹ;K],
hete r o zy go u spatie nt with F H Ka n az a w a-2(P 664 L);細,
C O mPO u nd heterozy go u spatie nt with K 7 90 Ⅹa nd F H
Ka n az a w a-2; T C,tOtalcholesterol; T G, triglyce ride; H DI:C,
high de n sitylipopr otein chole ste r ol; Allv alu e s w er e
obtain ed at the age sho w ed in the pedigr e e. Ma rke r, the
m ole c ula r siz e m a rke r oり Ⅹ17 4 do uble str a nd D N A





Fig. 13. T he pedigre e a nd r e s ult of P C R
-re Strictio nfr agm ent
lengthpolym o rphis m(P C R- F LP)a n alysis of Y.S.fami 1y･ The
arr o win the pedigre eindicate sthe pr oba nd･ Digestio n of
the
P C Rpr odu cts with Rs aIge n e r ate spolym o rphic r e strictio n
&agm e nts of 93 bp a nd/o r69 bp. T heproband sho w s only69
bpfr agm e nt, Which indic ate the ho m ozy gote sfo rK790
X
m utatio n. He r m other,fathe r and c o u sin sho w93 bp and 6
9
bpfragm e nts, Which indic ate the hete ro zy gote sforK7
90X
m utation . The squ a re and the cir clein the pedigreeind
icate
m ale a ndfe male, r eSpe Ctiv ely. ⑩ , hete ro zy go u spatientwith
K 7 90 Ⅹ; ◎ , ho m o zy go u spatie nt with K 79 0Ⅹ; T C･ tOta
l
choleste r ol;T G, triglyc eride; H DI]C, highden sitylipoprotein
choleste rol;A11v alu e s w er e obtain ed at the age sho w ed int
he
pedigre e. M a rke r, the m ole c ula r size m a rke r oり Ⅹ174
do uble str and D N A dige sted with Ha eⅢ .
遺伝性高L D L C 血症 にお ける 遺伝子変異の 検出
3) P C R RF LP法に よ る発端者家系内で の 変異の 確認
プライ マ
ー S P 86 お よ び Ex17 M Mの 組 み 合わ せ によ るPC R産
物は, K790 Ⅹ遺伝子変異が ある場合の み 制限酵素 ぬ α Ⅰ に より
切断され る (図11). 図12 に発端者M ,T.の 家系図と P C R- F LP
法よ る変異 の 確認結果 を示 した ･ 発端者 とそ の 兄 お よ び母親 に
正常バ ン ドと切断さ れ た バ ン ドの 両方が 確認 され , 同変異の ヘ
テロ接合体であ る と診断さ れ た . 発端 者M .T. は父方 よりL DIJ R
遺伝子変異P664L(F H Kan az aw a-2) を遺伝 して い る こ と が確認
W ild ty pe D N A
■ - - - - - - -








Muta nt D N A
[ コ
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No n-de n aturing
ge[ele ctrophoresis
Fig.14. T he prin cipal ofP CR-Single str a nd c o nfo r m atio n al
polym orphis m(P C R-SS C P). W ildbTpe (wt) and m uta nt(m)
P C Rpr odu cts a re sho w n at the top. The pre s e n c e ofa point
m utatio nis r epre s e nted by a dot o nthe D N Astr a nds .
Diffe r e nt single str anded c o nfo r m atio nle adto diffe r e ntial
mobility nthegel.
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さ れ て い る 症例であり , 今回の 検討に よ り, E 790 Ⅹを併せ 持 つ
複 合 ヘ テ ロ 接合体である こ とが 確診さ れ た .
別 家系 (発端者 Y.S.) の 家系図と P C R- F LP法に よ る変異の 確
認結果を国13に 示 した . 発端者Y.S. は切断 さ れ た バ ン ドの み ,
そ の 両 親は 正常 バ ン ドと切断 バ ン ドの 両方が確認 さ れ, 発端者
は K 790Ⅹ遺伝子変異 を両親か らそれ ぞ れ 受け継 い だ ホモ 接合体
で ある こ と が確認 され た .




Low denatu ra nt
High de n atu ra nt
Fig. 15. T he prin cipal of P C R-de n atu ring gr adie nt gel
ele ctr opho re si (P C R-D G G E). W ildtype (wt)a nd m utant(m)
PCR pr odu cts are den atu red a nd r e a n n ealdto ge n e r ate 4
SPe Cies ofhetero- and ho m oduple x e s. Differ e ntial m elting
beha vio rle adsto alter ed migratio nin agradientof de n aturing
age nts c o mpar edto wildtypeho m oduplex.
Table3 . Freque n cie s of L D Lィ e c epto rge n em utatio nsin Hokuriku distriet ac c o rd ingto scree nlng Studies of 2 OI
F H fa milies
Nam e or
m utatlO n
F H To n a mi-1
F H To na mi-2
FHOkaya m a
F H Kan a za w a-1
F H Ts ur uga
FH KaIla Za W か2
F HM orioka
F H Yokote




L D L-re CeptOr m utation
Intron1 4-intr o n15 6k b deletion
lntronトiIltr O n31 0 kb deletio n
lntro n7-intr o n1 4 13kb deletion
Intr o nl-intr o n4 1 2 k b deletio n
D 2 8 0 Y(ex o n6)
P664 L(e x ol11 4)
R395 W(e x on9)
Q718X(ex on15)
W 23 Ⅹ(e x on 2)
D 245N(ex o n5)











































4) 同変異で の 血 清脂質侶お よ び 臨床像の 検討
発端者 M .T.は 金沢市出身の 36才男性 , 両 掛 こ血 族結婚 はな
い . 兄 弟と もP 664 L お よ び K 790 Ⅹの 複合 ヘ テ ロ 接 合体で ある .
血清脂質備 はT C 589mg/dl, T G 96mg/dl, H DI,,C 2 8m g/dl で
既 に狭心症 を発症 して おり, 現在週2回の L D L アフ ェ レ ー シ ス
に より治療 さ れ て い る .
もう 一 人 の 発 端者Y.S. は , 鳥越柑出身の 34才女性, 両親 に血
族結婚 はない . 血 清脂質値 は T C 535mg/dl, T G 9 8m g/dl,
H DI/C 2 0mg/dl で現在 L D Lア フ ェ レ ー シス に より 治療 され て
い る .
9. K 790Ⅹの 頃度調査
前項 で使用 した P C R- F L P法を用い , 北 陸地方 の 独立 し た
F H 20 1家系を対象と し本遺伝子変異を頻度調査 を行 っ た 結果,
42家系(20.9%)に 同変異を確認 した .
Ⅰ . apo B･1 0 0遺伝子解析
1. P C R-D G G Eの 結果
未知 の 変異も含め て 鮎500Q以 外の apo B-100遺伝子変異が 日
本人遺伝性高 L D L血症の 原因とな っ て い る 可 能性 が あり, 臨
床的 に診断さ れ た F H 1 6 0家系2 0 0症例を対象 と し, P C R-
D G G E法を用 い て コ ドン3 500周辺 の 変異を検討 した . 結果 は,
ス ク リ ー ニ ン グ対 象 と した 200症例中 には apo B-1 00遺 伝子変
異 は認 め られ なか っ た (図1).
考 察
F Hの 原 因と な る L D しR遺伝子異常 は , 現在ま で に 400種以
上 が報告され て い る が , サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 確志 され た
変異 は仝変異 の 10数% の み で あり, 点 変異が多数を占め て い
る
. L D しR遺伝子は 18エ ク ソ ン , お よそ 45k bpと 比較的大きく,
F Hの 日常 的 な診断に全 エ ク ソ ン を塩基配列決定す る こ と は 効
率 の 面で 手間が か か りすぎる と い える . P C R- F LP法 は特定の
限 られた 変異の み 検出する方法 である か ら , 変異 の 確 定ある い
は頻度調査 に は威力を発揮する が , 未知 の 遺伝子変異の ス ク リ
ー ニ ン グに は 有効で は ない .
未知 の 点変異 の 検出方法 と して 現 在用 い ら れ る方法 に は ,
P C R-SS C P法 , ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス Ol ete rOduplex) 法 , PC R-
ク リ ー バ ー ゼ I 切 断多型 (P C R- Cle a v a s eI frag m e ntle ngth
POlym o rphis m) 法 , P C R一 化学 的不 一 致切 断(P C R-Che mic al
mis m atch clea v age) 法 , さ ら に今回検討 し た P C R-D G G E法な
ど が あ る . こ の 中で は P C R-S S C P法が 従来は広く周 い ら れ て
き た.
一 本 鎖D N A は その 塩 基配列 に依存 した 高次構造 を と る . そ
の 構造 は 一 塩基 の 置換 や , 欠失挿入 と い っ たわ ずか な遠 い に よ
り 多型 を と り, こ の 現象をS S C P と呼ぶ . こ の 高 次構造 の 適 い
は ゲ ル 電気泳動 にお ける移動度 の 差 と し て検出で きる こ と が多
く, P C R産物を変性 して 一 本鎖 と して電気泳動 し, こ れ に より
突然変異を検出する の が P C R-SS C P法で ある (図14)
44)
.
P C R-S S C P法 は 比較的簡便な器具 で行う こ と が 可 能で ありな
が ら遺伝子変異 の 検出力 は8 0 % とか なり高く , 25 0bp程度 の
D N A断片 で効率 よく遺伝子変異を検出できる44). 正 常 の 一 本
鎖の バ ン ドは2本, 異常遺伝子 の ヘ テ ロ 接 合体で は通常4本 の
バ ン ドが 出現する . 本法 は現在まで に最も汎用され る遺伝子変
異検出法で , 当科 に お い て も八 木, 東方が P C RMS S C P法を用 い
て L DしR遺伝子を ス ク リ ー ニ ン グ し, 5つ の 新た な 遺伝子変異
F H Tsur uga , F H Ka n a z a w a-2, F H Na n a o, F H Yokote , F H
M o riokaを確定 し た24)25)
しか し本法 にも い く つ か の 問題点 が指摘 さ れ て い る
. まず
P C R-S S C P法 で は, 温度 , pH, 塩濃度な ど D N Aの 高次構造に
影響す る条件が多く, 複数 の 変異を ひ と つ の 泳動条件で検出で
きな い 場合 がある ･ し た が っ て, 未知の 遺伝子変異の 場合は,
ひ と つ の 泳 動条件で の ス クリ ー ニ ン グ で十分 と は い えない こと
に な る ･ ま た 一 旦 最適化 され た泳動条件下 で も検出漏れがあっ
た と の 報告34)もあ る.
D G G E法 は1983年 にFis che rら4 5)に より発表 さ れ た. 二 本鎖
D N A は, 温度 も しく は 変性剤濃度上昇 に つ れ 二 重 ら せ ん構造
か ら部分融解を経て完全 に 一 本鎮 へ と解離す る が , 塩基配列に
より解離温度が決定 さ れ る こ と か ら変異 を検出す る(図15). 完
全 に 解離す る そ の 直前 の 範囲 の 変 異 は 検 出 で き な い が,
Sheffield ら
4 6)は4 0q 50bpの G C ば かりの 配列(G C- クラ ン プ,
G C- Cla mp) をP C R産物 の 一 端 に 付加す る こ とで こ れを解決し
た. 2本鎖 D N A は塩基配列 に依存 した解離温度を持ち, 塩基配
列の 遠 い が解離温度の 違い すな わち解離す る変性剤濃度の 遠い
と な る. P C R産物 は, 徐 々 に変性剤濃度 の 上 昇する ゲ ル 電気泳
動 にお い て , 塩 基配列に応 じた 変性剤濃度 の 部位 で部分解離を
起 こ す. 部 分解離する と 泳動速度が極端 に低下す る ため塩基配
列の 遠 い が 泳動停止位置の 違 い と して 検出 さ れ る . 正 常の 遺伝
子 で ほ1本 の バ ン ド, ヘ テ ロ 接合体 で は 通常4本 の バ ン ドが出
現す る. ゲ ル 電気泳動は厳密 に温度調節 の で き る恒温槽にて行
う . 温 度は 通常60℃で 一 定に し, 濃度勾配の み を 目 的の 塩基
配列 に応 じて決 め る. PC R産物は 600bpま で は検出 に適し, 検
出率 ほ95 % と さ れ る44). s s c p法 は高次構造 の 変化が微妙であ
るの に対 し, D G G E法は 塩基配列 に より決定 さ れ る解離温度の
検出であり再現性が高 い こ と も特徴 と され る .
D G G E法 で は プ ラ イ マ ー を設計す る時点で塩基配列 によ る解
離温度を解析 し て, 適切 な側 に G C- ク ラ ン プ を つ け , 増幅範
囲を決定す る必要 がある . ま た G C- ク ラ ン プ が つ い て い るた
め , P C Rの 条件設定 が雉 しい 場 合がある が再現性 は良好である.
温度管理 の でき る恒温槽 が必要であり, また 濃度勾配をつ けた
ゲ ル を 準備する必要があ る.
P C R- D G G E法 を用 い た 検討 に お い て , 今 回我 々 はL D しR遺
伝子 W 23 Ⅹ, D 245 N, C 292 C, P 518P, V632 V, P 664L, およ び
E 790Ⅹの 4種の ア ミ ノ 酸 変異 と 3種 の サ イ レ ン ト変異 を検出し
た . こ の うち L D しR遺伝子 W 23 Ⅹ は 以前当科 に お い て P C R･
S S C P法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り見出さ れ た F HNa n aoと
同 一 の 変異で あ っ た 2 5j. L D しR245番目 の ア ス パ ラ ギ ン 酸では,
こ れ まで G A T が G A A(グ )L/タ ミ ン 酸) と な る F H Cin cn n ati-1
1ヱ)
が 報告 さ れ て い る が , D 245 N はこ れ と は異な る新 た な変異であ
る . L D L-R遺伝子 C 292 C はエ ク ソ ン6最後か ら2番目 の 塩基の
変異である が , 同部位 の コ ン セ ン サ ス ･ シ ー ク エ ン ス における
シ ト シ ン お よ び チ ミ ン の 出現頻度 は そ れ ぞ れ12 % およ び15%
で あり47), ス プ ライ シ ン グ に 関与する可能性 は低い と 思 われ,
疾 患発症 に は つ な が ら な い も の と 考え られ た . L D しR遺伝子
P 518P はYa m aka w a- Kobaya shi ら
48)が P C R-S S C P法 により新し
い 遺伝子多塑 と して 報告 して い る もの と 同 一 で あ っ た . L D しR
遺伝子V 63 2V は制限酵素A鋸 祀 で 検出さ れ る R F L P と して知ら
れ て い る 遺伝子多型 であ っ た 49). L D しR遺伝子P6 64 Lは以前当
科 に お い て P C R,S S C P法 に よ る ス クリ ー ニ ン グ に より見出され
た F H Ka n a z a w a-2 と同 一 の 変異 で あ っ た24). L D L-R遺伝子
K 790Ⅹ は Ma ruy am aら
50)が報告 し た変異 と同 一 で あ っ た ･
遺伝性高L D しC血症に お ける遺伝子変異の 検 出
今回我 々 が 北陸地方 にお ける F Hの 約20 % に見出 した L DI: R
遺伝子K 790Ⅹ変異 は, PC R-S S C P法 に よ る ス ク リ
ー ニ ン グ で は
検出さ れ て お らず, 今 回P C R-DG G E法 に より は じめ て 異常 バ
ン ドと して検出さ れ た. こ れ まで PC R-SS C P法 とP C R-D G G E法
を比較し た い く つ か の 検討 が行 わ れ て い る が , P C R-S S C P法で
検出できな か っ た 変異をP C R-D G G E法 が 検出 した と の 報告が
多い 3 2)
～ 35)
. また 今 回検討 し た apo B-1 00遺伝子領域で は F D B
R3531 C など, も とも とP C R-S S C P法 で検出 さ れ た 変異であ る
にもかか わ ら ず, その 後の 前向き研究で P C R-SS C P法で は偽陰
性と なり PC R-D G G E法 で よ うや く検出さ れ た と の 報告3 4)も さ
れてい る .
今回の P C R-D G G E法 に よ る ス ク T) - こ ン グ にお い て は , 異
常バ ン ドが み ら れ た と きは全例何 らか の 塩基置換 が見出 され て
おり, 偽陽性 は み ら れな か っ た こ とも本法 の 利点 の ひ と つ と で
きるもの と思わ れ る .
これまで F H にお い て は孤 立 した 環境で増加 した 集団に お い
て, 共通の 祖先 か ら受け継 い だ遺伝子変異が高頻度 に集積する




日本人は ほ ぼ単 一 の 民族で 構成 され て お り, 地理的歴史的背
景から国外 と の 交流 はか なり制限 され て き た. し たが っ て 日本
人F H に創始者効果が み ら れ る か どうか に関心が持 た れ て きた
が, これまで の と こ ろ, 高頻度 に集積す る変異は確認さ れ て い
なか っ た .
今回の 研 究 にお ける 頻度調査 で北陸地方 の 独立 した F H 201
家系中42家系 (20.9 %) に K 790Ⅹ変異を確認 した . 日本 国内で
報告さ れ て い る遺伝子変異 で は こ れまで M a ruy am aら5 0)が 関西
地方を主 と し た調査 で イ ン ト ロ ン 1 2の 1 84 5+2 T一 十 C変 異 が
13.3 % で最 も頻度 が高 か っ た が , こ れ より もさ ら に 高い 頻度で
あり, 普遍的遺伝子変異 (c o m m o n m utatio n) と い っ て よ い .
K790Ⅹはこ れ まで 日本国内で の み 報告 され て い る 変異であり,
特に北陸で頻度が高い こと か ら創始者が北陸出身である可能性
がある. 今後 ハ ブ ロ タイ プ の 検討が 必要である .
F Hに お い て は, そ の 遺伝子変異 ご と に , そ の 臨床像 に 一 定
の特徴が み られ る こ と が 示 され て い る が , K790 Ⅹ変異 ヘ テ ロ 接
合体の 平均血清脂質値(n = 39)は T C 34 0m g/dl, T G 158m g/dl,
H DしC 42mg/dl であり, こ れま で示 さ れ て い る 日本 人 F H患者
の 平均血清 コ レ ス テ ロ ー ル 値 にほ ぼ 一 致す る 結果であ っ た 66).
しか しT G はや や高値 をと る傾向 にあり, 今 後症例を重ね さ ら
に検討する必要が ある.
今回の 検討に よ り確認さ れ た K790 Ⅹお よ びF H Naha を含め ,
合計11種 の L D しR遺伝子変異 に よ り, 北 陸地方の F H患者の
38･ % が説 明され た (表3).
今回の 検討で , PC R･D G G E法に よ り apo B-100遺伝子 コ ド ン
3456～ 35 53を ス ク リ ー ニ ン グ し た が , 遺伝子変異 は認め られ
ず, F D Bは 日本人の 遺伝性高 LD しC血症 の 原因 と して は 稀で
ある と考えら れ た . F D Bの 分布お よ び 頻度 に は , 人種 的地理
的な偏りが非常 に強 い . 白色人種で は F H に匹敵する頻度であ
る
2乃の と は対照的 に, フ ィ ン ラ ン ド
67)
, イ ス ラ エ ル
68)
, 旧 ソ 連
鍋)な どで は 見 つ か ら な か っ た と報告 さ れ て い る . ほ と ん どの
F DB はR3500Q で あり , しか もほ ぼ すべ て の 症例 で 比較的稀な
同 叫 の apo B-100遺伝子 ハ ブ ロ タ イプ を持 つ こ と か ら , 一 人の
コ ー カ サ ス 人発端者 に生 じ た遺伝子変異が広く受け継がれたも
のと解釈され て い る70). 今 回の 検 討で 日本人 に お い て F D B が
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見 つ か ら なか っ た こ と は , 上記の よう に F D B は非常 に人種差
の ある疾患である こ とを裏付けて い る とい える .
しか し, ア ジ ア 人種 で低い 頻度な が らFDB R3500 W が報告 さ
れ て お り71)72), なん らか の apo B-100遺伝子変異が 日 本人遺伝
性高L D しC 血症 の 原因と な っ て い る可肯引生はある . また FI:侶
の 原因遺伝子変異 の 全て が コ ド ン 35 00周 辺 で ある こ と か ら ,
ス ク リ ー ニ ン グ の 試 み の ほ と ん ど は コ ド ン3 500周辺 で行われ
て きた が , apO B-10 0蛋白の LD しRと の 実際の 結合領域は コ ド
ン 35 00 よりもか な り上 流 に存在す る こ と が ごく最近報告 され
た73)
. 現在 の と こ ろ こ の 領域 にお ける遺伝子変異で高 u ) しC血
症 をきた した と する報告は ない が , 今 後十分 に検討す べ き領域
と思わ れ る.
今回の 検討で はPCR,D G G E法の 導入 に より, P C R･SS C P法で
は検出 され なか っ た L D しR遺伝子変異 を検出できたが , 検討 し
た F H ホモ 接合体5例 の うち, M .M .お よび C,K. は対立遺伝子の
一 方の 変異が まだ確認 され て お らず, H.Y. はサ イ レ ン ト変異の
み が検出 され た に と どまっ て い る . 近年の 遺伝子解析 か ら, エ
ク ソ ン ー イ ン トロ ン接 合部 だけで は なく, 30bpも離 れ た イ ン
ト ロ ン の 投 げ縄配列(ラ リ ア ッ ト ･ シ ー ク エ ン ス) の 遺伝子変
異が ス プ ライ シ ン グの 異常をき たすこ と が L D しR でも報告 され
て い る
7 4)
. こ の よう に今回検討 を行 っ て い ない イ ン トロ ン部分
の 異常 が原因となる症例の 存在も想定 され る .
ま た こ れ ま で も, 種 々 の 検出法に よ り F Hの 遺伝子診断が試
み られ て きたが , その 結果と してⅠ皿 しR活性の 低下 がみ ら れず,
m B でもな い 症例が 相当数存在す る こ と が報告 され て い る7
5)76)
そうい っ た 症例が どの ような原因に より高 L D しC 血症を呈 して
い るの か は, 今 の と ころ 明ら か に はされ て い ない が , L D しRあ
る い は apo B-10 0遺伝子以外 の 遺伝子変異が原因である 可 能性
も示唆 され て おり , 今後の 検討課題である .
結 論
日 本人 遺伝性高L D しC血 症患者 にお い て , L D しR お よ びapo
B-100遺伝子変異 をP C R- D G G E法, 直接塩基配列決走法お よ び
P C R-RF L P法 を用い て検討 し, 以~Fの 結果 を得た .
1. F H ホモ 接 合体を発端者 と し た2家系 に お い て , PC R-
D G G E法 に よる 検討か らL D しRエ ク ソ ン17の 790番目の ア ミ ノ
酸 リ ジ ン を コ ー ドする コ ド ン A A G が停止 コ ドン で あ るT A Gへ
と 変化す る変異 K79 0Ⅹを見い だ し た. こ れ は以 前の P C R-S SC P
法で の 検討で は 検出さ れな か っ た 変異で あり , L D しR遺伝-J二 変
異検出に お けるP C R･D G G E法の 有用性が示唆さ れ た .
2. F H ホモ 接 合体 を発端者と した 1家系 に お い て , P C R-
D G G E法 に よ る 検討か ら L D しRエ ク ソ ン 5の 245番目の ア ミ ノ
酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸を コ ー ドする コ ド ン G A T がア ミ ノ 酸 ア ス パ
ラ ギ ン を コ ー ド す る コ ド ン で あ る A A Tへ と 変 化す る 変異
D 245 N を見い だし, F H Nahaと命名 した .
3. 北陸 地方の F H 20 1家系 を対象 と し た頻度調査 に お い て
K 790 Ⅹは20.9 % と非常 に高頻度に認め られ , 普遍的遺伝子変異
と考え ら れ た . K 79 0Ⅹ お よ びF H Naba を含 め , 合計11穫 の
L DしR遺伝子変異に よ り, 北陸地方の F H思者の 38.8 % が説明
さ れ た.
4. 臨床診断 され た F Hヘ テ ロ接 合体160家系200症例を対象
と して , apO B-100遺伝子 コ ド ン3456か ら3553をP C R-D G G E法
に よ り検討 し たが , 同領域 に遺伝子変異 は認め られ なか っ た .
日本 人に お け る遺伝性高 L D しC血症の 原因と して F D B は極め
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て低 い 頻度と考え られ た.
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